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1 UVOD 
Farmacevtiki so ključni za ohranjanje zdravja ljudi in kvalitete življenja. Zagotovo pa je med 
njimi odkritje in uporaba antibiotikov eden največjih dosežkov v zgodovini medicine. 
Antibiotiki so naravni mikrobni metaboliti majhne molekularne mase, ki pri majhnih 
koncentracijah inhibirajo rast drugih mikroorganizmov. Inhibicija rasti je lahko permanentna 
(tj. bakteriocidno delovanje) ali pa traja le toliko časa dokler je antibiotik prisoten (tj. 
bakteriostatično delovanje). Izraz antibiotik se uporablja tudi za molekule sintetičnega ali pol 
sintetičnega izvora. Polsintetiki so naravni antibiotiki, ki jih s kemijsko modifikacijo naredimo 
bolj učinkovite ali stabilne. Antibiotiki zdravijo tako blage kot zelo resne bakterijske infekcije, 
omogočajo kirurgom opravljanje kompleksnih operacij in presaditev organov, uporabljajo se 
kot zdravilo proti raku (npr. aktinomicin D), nepogrešljivi so tudi v veterinarski medicini in 
živinoreji.  
Ta skupina farmacevtikov je zelo kompleksna in raznolika, zato obstaja več tipov klasifikacije. 
Zelo pogosto je ločevanje glede na kemijsko strukturo, kjer so antibiotiki razdeljeni na razrede 
beta-laktamov, makrolidov, tetraciklinov, kinolonov, aminoglikozidov, sulfonamidov, 
glikopeptidov in oksalidinonov. Pogosto je tudi ločevanje na način delovanja: inhibicija sinteze 
celične stene, sprememba sestave celične membrane, inhibicija sinteze proteinov, inhibicija 
sinteze nukleinskih kislin ali metaboličen antagonizem (Etebu in Arikekpar, 2016). 
V zadnjih letih se je zaradi vse večje (in nepremišljene) uporabe antibiotikov pojavil problem 
hitro naraščajočega števila bakterij odpornih na antibiotike (ARB) in širjenje rezistenčnih genov 
(ARG) znotraj mikrobnih združb, kar občutno zmanjšuje učinkovitost zdravljenja infekcij z 
antibiotiki. Vsako leto naj bi zaradi ARB umrlo več kot 700 000 ljudi po svetu, ta številka pa 
naj bi do leta 2050 zrasla na 10 milijonov, navaja poročilo vlade Združenega kraljestva (O'Neill, 
2016). Vendar pri tem ni ogroženo le zdravje ljudi, temveč tudi veliko drugih naravnih 
ekosistemov. Ljudje in živali antibiotike le delno prebavijo, zato je velik del antibiotičnih 
ostankov prisoten v urinu ali iztrebkih v nespremenjeni obliki ali kot aktivni metaboliti. 
Posledično ti antibiotični ostanki dosežejo čistilne naprave odpadnih voda, ki žal večinoma niso 
zmožne odstranjevanja le-teh iz voda, kar posledično pomeni, da se antibiotiki sproščajo 
direktno v okolje. Tako sproščeni antibiotiki lahko vplivajo na prostoživeče živali in rastline ali 
celo povzročijo spremembe v algah in naravno prisotnih mikrobnih združbah.  Te spremembe 
imajo potencial nastanka domino učinka navzgor po trofičnem nivoju na organizme, ki se 
zanašajo na njih kot vir hrane. 
Kljub temu da se vse več raziskav posveča iskanju novih tehnologij za razgradnjo antibiotikov 
v čistilnih napravah, pa se te žal večinoma ne uporabljajo v praksi. Glavni razlog so tako veliki 
dodatni stroški teh tehnologij, kot tudi v večini držav sveta neobstoječa zakonodaja o zahtevani 
maksimalni koncentraciji antibiotikov v iztokih čistilnih naprav. 
V tem delu želimo izpostaviti problem onesnaževanja odpadnih voda z antibiotiki in predstaviti 
različne načine mikrobno-biotehnološke obdelave odpadnih voda, ki vsebujejo antibiotike.    
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2 PROIZVODNJA ANTIBIOTIKOV 
Večina antibiotikov je proizvedena s procesom mikrobne fermentacije ali kemijske 
modifikacije fermentativnih produktov v primeru polsintetičnih antibiotikov. Glavni mikrobni 
producenti so bakterije rodu Streptomyces (streptomicin, kanamicin) in evkariontske glive 
(penicilin G, cefalosporin C). Ker so antibiotiki velik del farmacevtske industrije, je večina 
znanja o pogojih in poteku posameznih procesov zaščitena s patenti, širši javnosti pa je poznan 
bolj ali manj le koncept komercialne proizvodnje, ki bo tudi opisan v nadaljevanju. V 
farmacevtski industriji je proizvodnja ločena na dve fazi. Prvo fazo sestavljajo t.i. upstream 
(pripravljalni) procesi, ki so pomembni za nastanek surovega antibiotika, medtem ko imamo v 
drugi fazi zaključne procese, ki zajemajo procese ekstrakcije in čiščenja končne spojine. Za 
produkcijo antibiotikov se uporablja navadno sistem šaržne fermentacije, kar pomeni, da 
bioreaktor po končani fermentaciji vsakič izpraznijo, temu pa sledijo zaključni procesi, dokler 
ne pridobijo čistega antibiotika (Gazer in Hiroshi, 2007).  
Prva faza se začne s pripravo vcepka, ko iz spor predhodno izoliranega seva pridobimo dovolj 
veliko koncentracijo viabilnih celic producentk. Z njimi inokuliramo predhodno sterilizirano 
gojišče v fermentorju, kjer vcepljena kultura še naprej raste in začne proizvajat antibiotik, ko 
doseže stacionarno fazo rasti. V tem koraku je ključna koncentracija glavnih hranil v brozgi, 
kot so viri ogljika, fosforja in dušika, ter prekurzorjev, da pride do produkcije želenega 
antibiotika. Med fermentacijo se stalno nadzoruje hitrost mešanja, prezračevanje, tlak in 
spremembe pH (Gazer in Hiroshi, 2007). 
Po končani fermentaciji ločimo antibiotik od iztrošenega gojišča in celic. Potek tega procesa je 
odvisen od tega, ali se antibiotik nahaja izven ali znotraj celic in od samih kemičnih lastnosti 
spojine. V primeru penicilina se antibiotik nahaja zunajcelično, zato ga s filtracijo ločijo od 
celic. Temu sledi ekstrakcija penicilina iz iztrošenega gojišča, najbolj pogosta je ekstrakcija s 
topilom. Ko enkrat izolirajo ciljni antibiotik, sledi proces čiščenja spojine do želene ravni in 
formulacija antibiotika za specifičen trg. Tudi v zaključnih procesih je pomembno vzdrževanje 
sterilnega okolja in preprečevanje kontaminacije (Gazer in Hiroshi, 2007).  
3 IZVOR ANTIBIOTIKOV 
Antibiotiki lahko vstopajo v okolje po različnih poteh. Najbolj pogosti viri onesnaževanja so 
komunalne in industrijske odplake in odtekajoča voda s kmetijskih površin. 
 3.1 HUMANA MEDICINA IN VETERINA 
V humani medicini so največ v uporabi penicilini, makrolidi in fluorokinoloni, navaja poročilo 
Evropske zdravstvene agencije (Joint …, 2017). Večina antibiotikov uporabljenih v humani 
medicini pristane v naravnih vodah kot posledica premajhne učinkovitosti odstranjevanja le-
teh na konvencionalnih urbanih čistilnih napravah. Po zaužitju se namreč antibiotiki v človeku 
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in živalih le delno metabolizirajo z reakcijami, kot so hidroksilacije, cepitve in glukuronidacije. 
Velik del originalne spojine tako nespremenjen vstopi v okolje z urinom ali fekalijami. Nekateri 
njihovi metaboliti pa se lahko celo transformirajo nazaj v svojo originalno aktivno obliko, ko 
pridejo v okolje (Hirsch in sod., 1999). Stopnja izločanja antibiotikov kot so β-laktami, 
kinoloni, tetraciklini in trimethoprim v nespremenjeni obliki iz telesa je lahko >50 % v 
primerjavi z zaužito dozo, medtem ko je stopnja izločanja aktivnih metabolitov po zaužitju 
ciprofloksacina le 19 %.  Zaenkrat večina ČN uporablja tehnologije, katerih glavni cilj je 
odstranitev ogljikovih spojin (ogljikovi hidrati, proteini in lipidi) in v manjši meri tudi nekaterih 
drugih bioloških onesnažil. Zelo neučinkovite pa so pri odstranjevanju antibiotikov 
(Sanseverino in sod., 2018).  
Veterinarska medicina uporablja iste antibiotike kot humana medicina, izjema so le določeni 
razredi antibiotikov, ki so specifični samo za humano uporabo (karbapenemi, streptogrmini in 
glikopeptidi). Za zdravljenje živali se največ uporablja tetraciklinske, penicilnske ter 
sulfonamidne antibiotike. V letu 2014 se je skupno porabilo 8927 ton aktivnih antimikrobnih 
substanc, kar je veliko več v primerjavi s skupno porabo v humani medicini, 3821 ton (Joint 
…, 2017). Manj kot 1 % je namenjen zdravljenju hišnih ljubljenčkov, večina je namenjena 
zdravljenju infekcij rejnih živali. Zaradi neučinkovitega odstranjevanja na konvencionalnih 
čistilnih napravah veterinarskih bolnišnic pristanejo ti ostanki v okolju.  Koncentracije 
antibiotikov v odpadnih vodah veterinarskih bolnišnic so zelo podobne tistim v humanih 
bolnišnicah. Ker so v veterinarskih odpadnih vodah koncentracije antibiotikov še višje kot v 
odpadnih komunalnih vodah, je njihovo odstranjevanje toliko manj učinkovito. Novejše študije 
se posvečajo predvsem iskanju alternativnih tehnologij čiščenja teh onesnažil. Največji 
potencial kažejo rastlinske čistilne naprave in biološko čiščenje z uporabo gliv. Glavni problem 
zelenih tehnologij, kot sta ti dve, so dolgoročna izpostavljenost antibiotičnim ostankom in 
njihovim potencialnim toksičnim učinkom na biološke procese. Poleg tega sta tehnologiji 
dovolj učinkoviti pri odstranjevanju samo nekaterih antibiotikov, zato so pomembne raziskave 
predvsem na področju njune optimizacije ali kombinacije z drugimi tehnologijami za večjo 
učinkovitost v prihodnje (Almeida in sod., 2017; Lucas in sod., 2016). 
3.2 KMETIJSTVO 
Antimikrobni pripravki se uporabljajo v živinoreji že od l. 1950. Njihova uporaba zajema vse 
od zdravljenja infekcij do izboljšanja rasti in izkoristka krme. Pred dokončno prepovedjo 
uporabe antibiotikov kot rastnih promotorjev l. 2006 je bilo za Evropo ocenjeno, da se je večina 
predpisanih antibiotikov v živinoreji uporabljala predvsem v prašičereji in perutninarstvu, manj 
kot 1 % pa v ostalih panogah živinoreje (Ungemach, 2000). Od prepovedi dalje se največ 
antibiotikov porabi v govedoreji in prašičjereji (Sales of …, 2018). Grobe skupne ocene vseh 
uporabljenih antibiotikov za l. 1997, ko prepovedi še ni bilo, so 10.493 ton za Evropo in Švico 
skupaj. Od teh se je 33 % uporabilo v veterinarski medicini, 15 % kot rastne promotorje in 52 
% za humano medicino (Antibiotic …, 1999). V ZDA je bila poraba v živinoreji še večja; od 
skupno porabljenih 16.200 ton, se je več kot 70 % vseh antibiotikov uporabilo v živinoreji 
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(Mellon in sod., 2001). Po prepovedi rastnih promotorjev l. 2006 je skupna poraba antibiotikov 
v Evropi občutno upadla in po večini še vedno upada (Sales of …, 2018). Isto je bilo že prej 
zaznano na Švedskem, kjer ta prepoved velja že od l. 1986 (Casewell in sod., 2003). Poleg tega 
je bila na Danskem opažena tudi zmanjšana antibiotična rezistenca pri živini in posledično tudi 
pri ljudeh, kar je bil glavni razlog za prepoved uporabe antimikrobnih rastnih promotorjev 
(Levy, 2014). V ZDA so bili rastni promotorji prepovedani šele l. 2017. Od prvega spremljanja 
porabe antibiotikov l. 2009 je njihova poraba padla za 29 % v prvem letu po prepovedi uporabe 
v namene izboljšanja rasti ali učinkovitosti krme (2017 Summary …, 2018).  
Tako kot pri ljudeh tudi pri živalih po zaužitju metabolizirani in ne-metabolizirani antibiotični 
ostanki pristanejo v gnoju ali gnojevki. Koliko teh antibiotičnih ostankov bo pristalo v okolju, 
je odvisno od vsake kmetije ali kmetijskega obrata in njihovih praks, v večini pa je glavna pot 
teh ostankov v okolje z izločki (urin, blato). Koncentracije tetraciklina vse do 23mg/kg so bile 
izmerjene v vzorcih prašičje gnojevke v Avstriji, medtem ko so bile na Kitajskem zaznane 
koncentracije norflaksacina in enrofloksacina v perutninskem gnoju kar 225 in 1420 mg/kg 
(Martınez-Carballo in sod., 2007; Zhao in sod., 2010). Direkten prehod antibiotikov v okolje se 
zgodi, ko je živina tretirana z antibiotiki zunaj na paši ali ko se njihov gnoj uporablja kot gnojilo 
v agrikulturi. Ko so antibiotiki enkrat v zemlji, lahko vstopajo v vodni sistem preko 
površinskega odtekanja vode (po deževju, nevihtah) in/ali preko pronicanja v podtalnico. Drugi 
direkten vir v okolju je lahko tudi njihova uporaba v akvakulturi. Poleg tega je ena izmed študij 
dokazala, da lahko rastline akumulirajo antibiotične ostanke v zemlji, ki so posledica gnojenja 
z gnojem.Večja kot je bila njihova koncentracija v gnoju, večji je bil njihov privzem iz tal v 
rastlino (Pan in Chu, 2017). 
3.3 KOMUNALNE ČISTILNE NAPRAVE 
Komunalne čistilne naprave (KČN), lahko dobivajo odpadno vodo samo iz gospodinjstev ali 
kot mešanico odpadne vode iz gospodinjstev s tehnološko odpadno vodo (industrija, bolnišnice) 
in/ali s padavinsko vodo. Te čistilne naprave so navadno precej velike in uporabljajo 
konvencionalne sisteme čiščenja odplak. Njihovo delovanje in učinkovitost čiščenja mora v 
Evropski uniji (EU) ustrezati standardom EU direktive sveta o čiščenju komunalne odpadne 
vode iz leta 1991. Kljub temu so trenutne KČN neučinkovite za odstranjevanje onesnažil, kot 
so antibiotiki, saj direktiva iz l. 1991 ni predvidevala tako močnega onesnaževanja z antibiotiki. 
Kot je bilo že prej omenjeno, se antibiotiki v telesu precej slabo razgradijo (30 % - 90 %), in 
tako vstopajo bolj ali manj nespremenjeni v kanalizacijski sistem gospodinjstev preko urina in 
blata. Konvencionalni sistemi čiščenja odpadnih voda razgradijo antibiotične ostanke samo 
delno ali pa jih celo pustijo nedotaknjene. Derivati razgrajenih ostankov so lahko včasih enako 
ali celo bolj toksični od starševskih spojin (Sengelov in sod., 2003). Tradicionalne KČN 
uporabljajo le specifične fizikalno-kemijske postopke čiščenja in konvencionalne biološke 
sisteme, ki so najbolj primerni za odstranjevanje klasičnih onesnažil, kot so organska snov, trdi 
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delci in nutrienti. Zato so farmacevtiki, npr. antibiotiki, le delno odstranjeni na KČN in jih lahko 
najdemo v vseh vodnih telesih (Sanseverino in sod., 2018).  
4 DOLOČANJE ANTIBIOTIKOV V POVRŠINSKIH IN ODPADNIH VODAH 
Analiza površinskih in komunalnih odpadnih vod je kompleksna in dolgotrajna. Določanje 
antibiotikov  v vodnih okoljih je navadno sestavljeno iz petih stopenj: vzorčenje, priprava 
vzorca, separacija s kromatografijo, detekcija in analiza rezultatov (Madrid in Pedrero Zayas, 
2007).  
 
Najpomembnejša koraka celotne analize sta vzorčenje in priprava, saj zavzemata kar do 80 %  
časa izvedbe analize, poleg tega pa se ravno v teh korakih lahko zgodijo napake, ki najbolj 
vplivajo na končni rezultat. Za ohranjanje integritete in reprezentativnosti končnih rezultatov, 
moramo pravilno izbrati metodo, kraj in pogostost vzorčenja. Majhna frekvenca vzorčenja bi 
lahko podcenila občasno prisotnost vzorcev z visoko koncentracijo analita, zato se v praksi 
največkrat uporablja vzorčenje na 24h. Volumen vzorcev za analizo je navadno velik med 25 
in 500mL. Temu sledi priprava vzorcev s filtracijo, tipično na filtru z velikostjo por 0,45µm, in 
ekstrakcijo na trdni fazi (SPE) (Madrid in Pedrero Zayas, 2007). Za detekcijo antibiotikov je 
najbolj pogosto uporabljena tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (LC-
MS) ali LC sklopljena s tandemsko MS (LC-MS/MS), če je namen analize tudi kvantifikacija 
analita (Díaz-Cruz in Barcelo, 2006). Zaradi raznovrstne kemijske strukture antibiotikov, so 
antibiotiki na MS ionizirani z elektrosprejem (ESI), kar za razliko od drugih ionizatorjev lahko 
producira tako pozitivno kot negativno nabite ione. LC-ESI-MC se uporablja za detekcijo 
makrolidnih, fluorokinolonskih, β-laktamskih, tetraciklinskih in sulfonamidnih antibiotikov 
(Rossmann in sod., 2014; Botitsi in sod., 2007).  
 
Čeprav so detekcijske in kvantifikacijske metode vedno boljše, se pri analitiki antibiotikov še 
vedno soočamo s težavami. Najpogostejše so ne dovolj pogosto vzorčenje, neupoštevanje 
hitrosti toka na iztoku ČN, letni čas ali tip vzorčenja v interpretaciji rezultatov. Poleg tega so 
cene standardov in analogov visoke, posledično so rezultati nekaterih objavljenih študij 
pridobljeni brez uporabe internih standardov. Težko je tudi meriti metabolite antibiotikov, saj 
zanje velikokrat ni komercialno dostopnih standardov, kar še dodatno omejuje uporabo masne 
spektrometrije. Najverjetneje bi bilo tudi vredno upoštevati, ali so ČN odprtega ali zaprtega 
tipa, saj bi lahko meteorne vode, ki jih prejemajo ČN odprtega tipa, vplivale na koncentracije 
antibiotikov na iztokih ČN (Szymańska in sod., 2019). 
5 OBDELAVA ODPADNIH VODA, KI VSEBUJEJO ANTIBIOTIKE 
Glede na vrsto obrata, lokacijo čistilne naprave (ČN) in sezono, se odpadna voda razlikuje tako 
v sestavi kot tudi v količini. Zaradi te raznolikosti obstaja več procesov čiščenja odpadnih voda 
iz industrije ali komunalnih sistemov (Kumar in sod., 2005; Samer, 2015).  
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Za boljšo predstavo različnih tehnik obdelave odplak lahko proces čiščenja razčlenimo v tri 
kategorije in njihove podkategorije: 
1) Fizikalno-kemijski procesi 
2) Biološki procesi 
a) Aerobni 
b) Anaerobni 
3) Terciarni procesi 
Kljub temu da se zgoraj naštete procese izbira glede na vrsto odpadne vode ter glede na njihovo 
učinkovitostti velikokrat ne zadoščajo zahtevam državnih standardov o čistosti vode na iztoku 
za varen izpust take vode v okolje. Problem je tudi v tem, da z eno tehnologijo ne moremo 
odstraniti vseh različnih spojin. Zato so za popolno čiščenje potrebna tako predhodna obdelava 
odpadne vode kot tudi kombinacije ene ali več tehnologij bioloških in/ali terciarnih procesov 
obdelave odplak (Kumar in sod., 2005). 
5.1 FIZIKALNO-KEMIJSKI PROCESI 
V to kategorijo spadajo predvsem tehnologije predhodne obdelave odpadne vode: presejavanje, 
egalizacija, nevtralizacija/spreminjanje pH, koagulacija/flokulacija, sedimentacija in 
adsorpcija. Najbolj pogosta procesa sta presejavanje in sedimentacija. S presejevanjem 
odstranimo večje delce, s sedimentacijo pa posedemo večje trdne delce ter zbrani sediment 
odstranimo. Tako dobimo relativno čisto vodo, ki je primerna za nadaljnje čiščenje. V 
farmacevtski industriji se veliko uporablja tudi proces egalizacije. Te vode namreč zelo 
variirajo v kvaliteti in kvantiteti, kar lahko povzroči probleme v nadaljnjih procesih čiščenja 
vode. Da bi se izognili tem težavam, zbirajo odpadno vodo v zadrževalnem bazenu ter z 
mešanjem/aeracijo poskrbijo, da postane njena sestava uniformna, kar prepreči preveliko ali 
premajhno obremenitev čistilne naprave. Za vse biološke procese čiščenja odpadnih voda, je 
nevtralizacija vode na vtoku z dodajanjem kislin ali baz ključnega pomena, saj lahko previsok 
ali prenizek pH negativno vpliva na uspešnost procesa. Poleg tega mora pH vode na iztoku 
ustrezati državni zakonodaji (Samer, 2015; Hey in sod., 2017; Fawzy in sod., 2018).  
5.2 BIOLOŠKI NAČINI OBDELAVE ODPADNIH VOD 
Biološko čiščenje oz. z drugo besedo tudi sekundarno čiščenje, je proces čiščenja odpadne vode 
z mikroorganizmi (največkrat so to heterotrofne bakterije, včasih glive, ponavadi so prisotne 
tudi praživali). Na ta način iz vode odstranimo suspendirane in raztopljene organske snovi. Ta 
proces tradicionalno sledi primarnemu (mehanskemu) čiščenju, kjer iz odpadne vode 
odstranjujemo neraztopljene snovi s precejanjem vode skozi grablje, groba in fina sita, z 
usedanjem snovi na dno ali z izplavljanjem na površino. Biološko čiščenje je zato zelo 
uporabljen proces tako v čiščenju industrijskih odpadnih voda kot tudi pri prečiščevanju 
komunalnih vod (Samer, 2015). 
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Na voljo je več tehnik biološke obdelave odpadnih voda: proces aktivnega blata, biološki 
filtracijski procesi, obdelava odplak v anaerobnem reaktorju … Večina teh procesov lahko 
poteka tako v aerobni kot anaerobni različici, včasih celo v kombinaciji obeh. Aerobna 
konfiguracija je sicer pogostejša, ker je cenejša ter njen proces poteka hitreje kot anaerobni, saj 
anaerobni mikroorganizmi rastejo počasneje (Samer, 2015). Kljub temu ima tudi anaerobno 
biološko čiščenje svoje prednosti - priporočljivo je pri tretiranju onesnažene vode z visoko 
vrednostjo BPK (biološka potreba po kisiku) in KPK (kemijska potreba po kisiku). Take vode 
so npr. odplake iz farmacevtske in kemijske industrije. Anaerobni sistem je sposoben razgraditi 
večje organske obremenitve v primerjavi s konvencionalnim aerobnim procesom (Chen in sod., 
2008). Pri anaerobnem procesu ustvari manj odpadnega blata, nastaja bioplin kot obnovljiv vir 
energije, poleg tega pa je tudi bolj odporen na vremenske razmere, saj poteka v zaprtih 
bioreaktorjih (Shi in sod., 2017).  
5.2.1 Proces aktivnega blata  
Proces aktivnega blata (ASP) je najbolj razširjen postopek čiščenja odpadne vode. Proces 
temelji na mešani združbi različnih mikroorganizmov, ki suspendirani ali flokulirani v odpadni 
vodi čistijo odpadno vodo z razgradnjo organskih spojin in oksidacijo amonijevega dušika 
(nitrifikacijo). Razgradnja poteka ob prisotnosti kisika. Glavna dejavnika, ki vplivata na 
njegovo učinkovitost sta, poleg kisika, temperatura in hidravlični zadrževalni čas (Samer, 2015; 
Brinkmann in sod., 2016). 
 
Prvi del čiščenja poteka v prezračevalnih bazenih, drugi del pa v usedalnikih. Odpadna voda se 
pred vstopom v ČN pomeša s povratnim aktivnim blatom in nato porazdeli v prezračevalni 
bazen. Heterotrofni mikroorganizmi tam presnavljajo raztopljene in drobne suspendirane snovi 
v odpadni vodi, ki vsebujejo organske ogljikove spojine. Te snovi so vir hranil za 
mikroorganizme. Mikroorganizmi razgradijo organsko snov z dvema različnima biološkima 
procesoma: z biološko oksidacijo in biosintezo. Pri oksidaciji lahko pride do tvorbe končnih 
produktov, kot so minerali, ki ostanejo v vodi in so prisotni v vodi na iztoku ČN. Z biosintezo 
pa mikroorganizmi pretvorijo suspendirane in raztopljene organske snovi v nove celice, ki jih 
odstranimo s preprostim procesom sedimentacije. V aerobnih pogojih lahko v sistemu istočasno 
poteka tudi pretvorba organskega dušika najprej v amonijevo obliko (NH4+) in dalje oksidacija 
amonijevega iona v nitrit (NO2
-) in nato v nitrat (NO3
-) (Samer, 2015; Brinkmann in sod., 2016). 
 
Poleg klasične oblike ASP obstajajo različne konfiguracije, ki lahko izboljšajo njegovo 
učinkovitost. Ena izmed njih je dodatek aktivnega oglja v prahu ali granulah. Aktivno oglje 
zaradi svojih adsorpcijskih zmožnosti vezave nekaterih hidrofobičnih in nabitih spojin izboljša 
odstranitev KPK, pospešuje usedanje delcev ter lahko izboljša odstranitev antibiotikov (Zhanga 
in sod., 2019; Brinkmann in sod., 2016).  
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Danes v farmacevtski industriji skoraj nikoli ne uporabljajo izključno samo procesa aktivnega 
blata za čiščenje odpadnih voda, saj ta ni vedno učinkovit pri vseh farmacevtikih enako, poleg 
tega pa so se od prvih začetkov uporabe ASP zaostrile tudi zakonodaje na področju izcednih 
voda. Čeprav ASP ostaja glavna in najbolj razširjena metoda čiščenja odpadnih voda, se 
uporabljajo še druge metode, ki povečajo učinkovitost in kvaliteto čiščenja industrijske vode. 
Changotra in sod. (2019a) so uporabili kot glavni proces ASP, ki so mu kot predhodno čiščenje 
dodali proces koagulacije in obsevanje z gama žarki. Odpadno vodo so obsevali tudi po ASP. 
Na ta način so dosegli ustrezno čisto vodo glede na zakonodajo, poleg tega so tudi preverili 
citotoksičnost prečiščene vode. Poleg obsevanja se lahko ASP sklaplja tudi s peščenimi filtri 
(Martínez-Alcalá in sod., 2017) in naprednimi oksidacijskimi procesi (Changotra in sod., 
2019b). 
5.2.2 Biološka filtracija 
Biofiltri se uporabljajo za odstranitev organskih onesnažil iz odpadnih voda že skoraj 100 let. 
To je zelo preprost in cenovno dostopen sistem čiščenja onesnaženih vod, ki se predvsem 
uporablja za čiščenje komunalnih odplak in ne toliko farmacevtskih voda. Ta sistem uporablja 
mikroorganizme pritrjene na plast poroznih nosilcev za odstranitev organskih snovi.  Nosilci 
mikrobne biomase so običajno kamni, kosi premoga ali različno oblikovani plastični delci. 
Odpadna voda pronica čez površino nosilcev prekrito z mikroorganizmi, ki skupaj tvorijo tako 
imenovani biofilm. Mikroorganizmi z biološko oksidacijo razgrajujejo organske snovi in tako 
očistijo vodo. Prečiščena voda se nato zbira v sistemu odtočnih cevi, ki vodi v sedimentacijski 
bazen. Del tekočine se lahko tudi reciklira z namenom redčenja močno onesnažene vhodne 
odpadne vode. Ta proces razgradnje organskih snovi lahko poteka tako v aerobnih kot 
anaerobnih razmerah. Če gre za aerobno biološko oksidacijo, je potrebno imeti na biofiltru 
zračnike za dovod zraka (Scholz, 2015; EPA, 2000). 
Biofiltri so znani po veliki mikrobni raznolikosti. Prisotni so tako prokariontski kot evkariontski 
mikroorganizmi (bakterije, alge, glive, praživali) ter tudi višje oblike življenja kot so kotačniki, 
gliste, kolobarniki, polži in ličinke insektov. Biofilm sestavljajo predvsem bakterije, ki aktivno 
privzemajo in razgrajujejo organsko snov, fosfor in dušik, medtem ko se višji organizmi 
prehranjujejo z njimi in tako vzdržujejo aktivno populacijo bakterij inkontrolirajo debelino 
biofilma. Tako preprečujejo mašenje por biofiltra (Scholz, 2015).  
Učinkovitost biofiltrov so v preteklosti pogosto raziskovali za potrebe industrije in 
kanalizacijskih ter sanitarnih vod. Biofilter se je v teh primerih sicer izkazal za učinkovit sistem 
odstranjevanja klasičnih onesnažil kot so organske snovi, vendar ne vedno dovolj učinkovit kot 
samostojna tehnologija za zadovoljitev zakonsko predpisanih parametrov za izpust vode v 
okolje. Zato se to tehnologijo večinoma uporablja v kombinaciji s procesom aktivnega blata ali 
kako drugo tehnologijo (Liontas, 1954; EI-Gohary in sod., 1995). V zadnjih letih je ta 
tehnologija postala spet bolj relevantna zaradi izboljšav na področju odstranjevanja dušika, 
antibiotičnih ostankov in predvsem potenciala pri odstranjevanju ARB in ARG. Študija Lamba 
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in sod. (2017), nakazuje, da je modificiran biofilter v primerjavi z aktivnim blatom in 
anaerobnim cevnim reaktorjem, bolj učinkovit pri odstranjevanju ne samo konvencionalnih 
onesnažil, ampak tudi koliformnih bakterij in ARB ter v manjši meri tudi genov za antibiotično 
rezistenco ter ključnih genov za njihovo proliferacijo. Študija je potekala na laboratorijski skali, 
zato bodo potrebne nadaljne raziskave za boljše razumevanje delovanja in učinkovitosti teh 
tehnologij pri odstranjevanju ARB in ARG. 
5.2.3 Membranski bioreaktor 
Sistem membranskega bioreaktorja (MBR) je zelo podoben procesu čiščenja z aktivnim blatom. 
Glavna razlika je v tem, da ima MBR membransko enoto namesto sekundarnega 
sedimentacijskega bazen, ki poskrbi za ločevanje prečiščene vode od ostale vode. 
Konvencionalni MBR sistemi se večinoma uporabljajo v zunanji ali submerzni konfiguraciji. 
Zunanja konfiguracija ima membransko enoto zunaj bioreaktorja, kjer gonilno membransko 
silo ustvarja visoka prečna hitrost toka čez površino membrane, hkrati pa visoka hitrost toka 
nadzoruje mašenje membrane. Taka konfiguracija omogoča lažjo menjavo same membrane, 
slaba stran pa je, da tak sistem porabi veliko več energije in zahteva pogostejše čiščenje 
membrane. Pri submerzni konfiguraciji je membranska enota potopljena v samem bioreaktorju. 
Gonilna sila čez membrano je dosežena z vzdrževanjem pritiska znotraj bioreaktorja ali z 
ustvarjanjem negativnega pritiska na permeatni strani membrane. Ena od pomembnejših 
prednosti te postavitve membranske enote, je nižja poraba energije, manj zahtevni operativni 
pogoji (manjša hitrost toka) ter enostavnejše čiščenje kot pri zunanji konfiguraciji. V zadnjih 
letih pa se je razvila še ena različica postavitve, ki je vse bolj v uporabi na čistilnih napravah 
farmacevtske industrije in na napravah za čiščenje komunalnih odplak. To je “MBR air-lift 
sidestream tehnlogija”. V principu ta tehnologija uporablja zunanjo konfiguracijo, vendar s to 
razliko, da je membrana, ki se sicer nahaja zunaj biorektroja, potopljena v svoj reaktor. To 
omogoča MBR sistemu, da združuje najboljše lastnosti obeh konfiguracij (Lin in sod., 2012).  
Veliko raziskav je bilo narejenih glede učinkovitosti odstranjevanja antibiotikov in drugih 
farmacevtikov z MBR na komunalnih in industrijskih čistilnih napravah. Največkrat 
preučevana je odstranitev makrolidnih (eritromicin, klaritromicin) in sulfonamidnih 
(sulfametoksazol, sulfametazin) antibiotikov ter fluorokinolonskega antibiotika ofloksacina. 
Uspešnost odstranjevanja makrolidov in sulfonamidov z MBR tehnologijo je na podlagi 
nekaterih študij (Sahar in sod., 2011; Radjenović in sod., 2007), za najmanj 10 %  uspešnejša 
od procesa z aktivnim blatom. Bolj nedosledne rezultate pa ima npr. odstranitev ofloksacina. V 
študiji Dolar in sod.  (2012) se ni med MBR procesom odstranilo čisto nič tega antibiotika, 
medtem ko je predhodna študija iz leta 2009, pokazala zelo visoko (>90 %) odstranitev 
(Radjenović in sod., 2009). Za razlike v uspešnosti med samimi MBR sistemi je najverjetneje 
odgovoren tip konfiguracije, vrste filtracijske membrane in operativni pogoji. Te študije sicer 
dokazujejo večjo učinkovitost MBR sistema v primerjavi s konvencionalnim procesom 
aktivnega blata, vendar še zdaleč niso vedno dovolj učinkovite za odstranitev vseh različnih 
farmacevtikov ali antibiotikov. Kot možno rešitev navajajo integrirane MBR sisteme z reverzno 
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osmozo, ozonacijo, aktivnim ogljem ali naprednimi oksidacijskimi postopki (Goswami in sod., 
2018).  
5.3 TERCIARNI PROCESI 
Terciarne procese včasih imenujemo tudi napredni procesi, saj omogočijo, da dosežemo 
najvišjo kvaliteto vode. Sem spadajo procesi dezinfekcije, napredni oksidativni procesi in 
membranska filtracija. S temi procesi želimo zagotoviti ustrezno mikrobno kvaliteto vode, kar 
pomeni, da so namenjeni odstranitvi ali inaktivaciji patogenih bakterij. Najpogosteje 
uporabljeni procesi so kloriranje, UV obsevanje in tretiranje s ozonom. Ker vsi ti procesi 
škodujejo bakterijam, prisotnim v odpadni vodi, imajo tudi potencial za odstranitev bakterij 
odpornih na antibiotike, ki jih ne uspemo odstraniti samo z uporabo sekundarnih procesov. 
Iakovides in sod. (2019), so dokazali, da lahko s podaljšanim časom ozonacije in primerni dozi 
ozona odstranijo tako antibiotike kot tudi rezistentne bakterije ter rezistentne gene. Podobne 
rezultate so že pred njimi objavili tudi Luddeke in sod. (2015), ki so v svoji študiji pokazali, da 
ozonacija s filtracijo lahko zmanjša število skupnih in na antibiotike odpornih bakterij v 
primerjavi s konvencionalno biološko ČN. Kljub temu pa to področje potrebuje dodatne 
raziskave, saj bi lahko stresni pogoji, ki jih povzročajo terciarni procesi, selekcionirali bolj 
žilave bakterije, ki bi se bile sposobne braniti v pogojih oksidativnega stresa. 
V zadnjem času prihajajo v ospredje napredni oksidativni procesi. Njihovo delovanje lahko 
poenostavimo na dva ključna koraka: prvi je nastanek hidroksilnih radikalov in drugi je 
oksidacijska reakcija teh radikalov z molekulami onesnažila (npr. farmacevtiki v odpadnih 
vodah). Končna produkta sta neškodljiva voda in ogljikov dioksid. Učinkovitost naprednih 
oksidativnih procesov pri odstranjevanju antibiotikov iz odpadnih voda je lahko zelo velika (< 
90 %) (Klamerth in sod., 2013). Vendar, razen ozonacije in UV obsevanja kot metodi 
dezinfekcije vode, se te tehnologije še ne uporablja na industrijski ravni. Večina študij je bila 
narejenih na pilotni skali, saj so potrebne dodatne raziskave o nastanku vmesnih ali stranskih 
produktov, ki bi lahko vstopali v okolje (Anjali in Shanthakumar, 2019).  
6 PROBLEMATIKA ANTIBIOTIKOV 
6.1 UČINKOVITOST BIOLOŠKIH ČISTILNIH NAPRAV 
Trenutno v Evropi prevladujejo čistilne naprave, ki se predvsem osredotočajo na odstranjevanje 
organskih spojin (ogljikovi hidrati, proteini in lipidi) in v manjši meri tudi drugih biogenih 
onesnažil, vendar so komajda dovolj učinkovite pri odstranitvi antibiotikov. To je jasno 
razvidno iz Preglednice 1, kjer so nanizane koncentracije najbolj pogostih antibiotikov v 
odpadnih vodah pred in po čiščenju na čistilnih napravah v Evropi. Popolna odstranitev 
antibiotika med čiščenjem vode na biološki čistilni napravi, je bila dosežena samo v eni 
raziskavi. Ofloksacin je bil odstranjen do te mere, da je bila njegova končna koncentracija v 
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iztoku ČN pod pragom detekcije kljub njegovi visoki koncentraciji v vtoku ČN (Camacho-
Munoz in sod., 2016). 
Globalno gledano so koncentracije antibiotikov na iztokih ČN veliko bolj zaskrbljujoče, saj 
imajo države zunaj Evropske unije različno stroge zakonodaje na področju čiščenja komunalnih 
in industrijskih vod. Sanseverino in sod. (2018) so naredili globalni statistični pregled objav s 
področja merjenja koncentracij antibiotikov v iztočnih vodah ČN. V študijo je bilo vključenih 
267 vzorcev in 45 antibiotikov iz 13 držav po celem svetu. Večina držav je evropskih, poleg 
njih so še zastopane študije iz ZDA, Kitajske in Avstralije. Najbolj pogosto opaženi antibiotiki 
so bili sulfametoksazol (31 vzorcev v 13 državah), ciprofloksacin (26 vzorcev v 11 državah) in 
trimetoprim (26 vzorcev v 10 državah). Nekoliko manjše število vzorcev so imeli klaritromicin, 
eritromicin, klindamicin ter azitromicin. Ostali antibiotiki so imeli le po en vzorec.  
Glede na zbrane podatke iz študije, se maksimalne koncentracije v iztokih ČN za večino 
antibiotikov (18 od 45), gibljejo med 0,1 μg/L in 1 μg/L. 13 antibiotikov je imelo najvišjo 
doseženo koncentracijo med 1 in 10 μg/L, od tega so imeli trije med njimi koncentracijo 10 
μg/L ali blizu, vsi ostali so dosegali koncentracijo pod 4 μg/L. Ostalih 14 antibiotikov je 
dosegalo najvišje koncentracije pod 0,1 μg/L. Za razliko od najvišjih koncentracij so se 
povprečne gibale za večino antibiotikov (35 od 45) pod 0,5 μg/L, le za 10 antibiotikov so bile 
povprečne vrednosti nad 0,5 μg/L. 
Preglednica 1: Prisotnost antibiotikov in njihova koncentracija v odpadnih vodah pred in po čiščenju. 
Konvencionalna biološka čistilna naprava – KBČN, farmacevtska biološka čistilna naprava – FBČN, terciarna 
čistilna naprava TČN, A – povprečje, M – mediana  
Antibiotiki Koncentracija (ng/L) Tip ČN Država, regija Vir 
 vtok iztok    
 Ciprofloksacin A 320 ± 10,0   A 31,5 ± 3,0  TČN 
Švedska, mesto 
Kristianstad Zorita in sod., 2009 
 M 861 M 147 KBČN Združeno kraljestvo Comber in sod., 2018 
 165,8 -135,4  101,9 - BQL  KBČN Slovenija, mesto Ljubljana Klančar in sod., 2016 
 185–613 ND - 147 KBČN Španija, mesto Girona Gros in sod., 2013 
 110-3700 290-1100 KBČN Italija, severna regija Verlicchi in sod., 2012 
 107-330 369-1396 KBČN Portugalska, Coimbra Santos in sod., 2013 
 80-860 8-190 KBČN Republika Češka, Golovko in sod., 2014 
Klaritromicin NA 25-133 KBČN Hrvaška, Zagreb Senta in sod., 2013 
 185-632 172-229 KBČN Španija, mesto Girona Gros in sod., 2013 
 M 953 M 400 KBČN Združeno kraljestvo Comber in sod., 2018 
 110-780 260-310 KBČN Italija, severna regija Verlicchi in sod., 2012 
 Eritromicin  20-300 30-350 KBČN Republika Češka  Golovko in sod., 2014 
 M 733 M 350 KBČN Združeno kraljestvo Comber in sod., 2018 
 10–72 10–33 KBČN Italija, severna regija Verlicchi in sod., 2012 
     se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1     
Antibiotiki Koncentracija (ng/L) Tip ČN Država, regija Vir 
 vtok iztok    
Eritromicin 9,64-220 20,4-134 KBČN Portugalska, Coimbra Santos in sod., 2013 
 NA 
2009000- 
1000 FBČN 
Hrvaška, farmacevtsko 
podjetje Bielen in sod., 2017 
Ofloksacin 22,5 ± 2,5  10,0 ± 1,0  KBČN 
Švedska, mesto 
Kristianstad Zorita in sod., 2009 
 73-524 63-101 KBČN Španija, mesto Girona Gros in sod., 2013 
 450-2200 220-520 KBČN Italija, severna regija Verlicchi in sod., 2012 
 51,9-498,6 110-366 KBČN Portugalska, Coimbra Santos in sod., 2013 
S-(-)-Ofloksacin 539 ND KBČN Zahodna Evropa 
Camacho-Munoz in 
sod., 2016 
R-(+)-Ofloksacin ND ND KBČN Zahodna Evropa 
Camacho-Munoz in 
sod., 2016 
Sulfametoksazol NA 119-544 KBČN Hrvaška, Zagreb Senta in sod., 2013 
 NA 9,14-53,3 KBČN 
Portugalska, estuarij reke 
Duoro Madureira in sod., 2010 
 43-490 31-260 KBČN Republika Češka Golovko in sod., 2014 
 367,9-2170,4 ND-55,9 KBČN 
Grčija, mesto Ioannina 
(urbana in industrijska) Kosma in sod., 2014 
 122,2-2626,3 37,0-481,3 BBČN Grčija, bolnišnica Ioannina Kosma in sod., 2014 
 12,7-224,1 BQL-34,4 KBČN Grčija, mesto Arta Kosma in sod., 2014 
 36,3-213,3 BQL-27,9 KBČN Grčija, mesto Preveza Kosma in sod., 2014 
 ND-41,3 ND-16,1 KBČN Grčija, mesto Agrinio Kosma in sod., 2014 
 ND-323,3 ND28,4 KBČN Grčija, mesto Grevena Kosma in sod., 2014 
 90,6-532,5 12,1-25,9 KBČN Grčija, mesto Kozani Kosma in sod., 2014 
 38,9-280,9 BQL-72,9 KBČN Grčija, mesto Veroia Kosma in sod., 2014 
 280-740 170-240 KBČN Italija, severna regija Verlicchi in sod., 2012 
 529-1662 340-1679 KBČN Portugalska, Coimbra Santos in sod., 2013 
 43-490 31-260 KBČN Republika Češka Golovko in sod., 2014 
Trimetoprim 36,7-180,3 BQL-111,2 KBČN 
Grčija, mesto Ioannina 
(urbana in industrijska 
voda) Kosma in sod., 2014 
 31,7-1866,2 BQL-533,2 BBČN Grčija, bolnišnica Ioannina Kosma in sod., 2014 
 BQL-54,5 BQL-27,4 KBČN Grčija, mesto Arta Kosma in sod., 2014 
 BQL-42,1 BQL-23,1 KBČN Grčija, mesto Preveza Kosma in sod., 2014 
 BQL-39,1 ND-20,0 KBČN Grčija, mesto Agrinio Kosma in sod., 2014 
 ND-19,6 ND-BQL KBČN Grčija, mesto Grevena Kosma in sod., 2014 
 BQL-72,9 BQL-7,0 KBČN Grčija, mesto Kozani Kosma in sod., 2014 
 BQL-39,4 ND-18,6 KBČN Grčija, mesto Veroia Kosma in sod., 2014 
 NA 1000-5600 FBČN 
Hrvaška, farmacevtsko 
podjetje Bielen in sod., 2017 
 120-530 83-440 KBČN Republika Češka Golovko in sod., 2014 
 BQL-178 BQL-108 KBČN Španija, mesto Girona Gros in sod., 2013 
  ND-360 66,6-299 KBČN Portugalska, Coimbra Santos in sod., 2013 
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Tako pri podatkih pridobljenih iz tehničnega poročila Evropske komisije kot podatkih iz 
Preglednice 1 je potrebno upoštevati, da je težko oceniti kvaliteto podatkov, saj občasno 
študije ne vključujejo vseh potrebnih podatkov o metodi analize in mejah metod za 
kvantifikacijo. Poleg tega študije različno navajajo koncentracije – nekatere jih navajajo kot 
mediane, druge kot povprečja ali minimalne in maksimalne koncentracije. Vse to otežuje 
pravilno ocenitev koncentracij antibiotikov v iztokih ČN. Vsekakor pa potrebujemo več 
meritev koncentracij na različnih točkah med procesom čiščenja odpadnih voda v ČN za čim 
boljšo oceno učinkovitosti sedanjih ČN. 
6.2 NEVARNOST ANTIBIOTIKOV V OKOLJU 
Kot je bilo že prej omenjeno, antibiotiki pristanejo v okolju po različnih poteh (bolnišnice, 
biološke ČN, industrija, veterina). Posledično lahko najdemo njihove ostanke tako v vodnih 
sistemih kot tudi v sedimentih, ki ne glede na njihovo koncentracijo lahko ogrožajo naravne 
ekosisteme na različne načine (Kümmerer, 2009; Brandt in sod., 2015). 
Pomemben del vsakega ekosistema so tudi mikroorganizmi. Ti skrbijo za primarno produkcijo 
in kroženje hranil v ekosistemu preko razgradnje organskih, anorganskih in tudi nekaterih 
sintetičnih spojin. Ker so antibiotiki narejeni tako, da pomagajo pri zdravljenju bakterijskih 
infekcij v človeku in živalih ter hkrati poskušajo čim manj škodovati sesalskim celicam, lahko 
sklepamo, da imajo antibiotični ostanki več negativnega učinka na mikrobne združbe v okolju 
v primerjavi z vodnimi vretenčarji, kot so npr. ribe (Brandt in sod., 2015). 
Negativen učinek je viden že pri delovanju bioloških ČN, ki prejemajo odpadno vodo, 
onesnaženo z antibiotiki. Zaradi inhibitornega učinka antibiotikov ti lahko negativno vplivajo 
na odstranjevanje glavnih onesnažil iz odpadnih voda (organski ogljik, dušik in fosfor). Meng 
in sod. (2015) so dokazali, da imajo fluorokinoloni (FQ) v visokih koncentracijah lahko 
kratkotrajni negativni učinek na odstranjevanje KPKin skupnega dušika (TN) ter dolgotrajni 
negativni učinek na odstranitev skupnega fosforja (TP). Poleg tega lahko prisotnost FQ vpliva 
na sestavo mikrobne združbe na ČN. Raznolikost mikrobne združbe je ob dodatku FQ najprej 
drastično upadla, nato pa se je vrnila na prvotno raven. Pri tem pa je potrebno poudariti, da se 
je sama sestava, tako na nivoju rodov kot debel, spremenila. Podobne izsledke je imela tudi 
študija Yang in sod. (2019), s to razliko, da so upoštevali možnost vpliva različne konfiguracije 
procesa čiščenja in vpliv terapevtskih (> mg/L) in sub-inhibitornih koncentracij antibiotikov 
(od ng/L do µg/L) na učinkovitost delovanja ČN. Njihovi izsledki kažejo, da izbira 
konfiguracije ČN, bolj vpliva na odstranjevanje TN in raznolikost bakterijske skupnosti kot 
antibiotiki. Prisotnost antibiotikov pa ima večji učinek na odstranitev TP. Njihovi rezultati 
primerjave učinka terapevtskih in sub-inhibitornih koncentracij antibiotikov pa so pokazali, da 
visoke koncentracije signifikantno zmanjšajo bakterijsko raznolikost, medtem ko stalna 
prisotnost manjše koncentracije antibiotikov nima tega učinka. To sicer ni v skladu z izsledki 
Mengove raziskave, vendar je raziskav, ki bi preiskovale vpliv majhnih koncentracij in tudi 
same konfiguracije ČN, zelo malo in je posledično težko priti do trdnejših zaključkov.  
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Poleg tega, da lahko antibiotiki v odpadni vodi zmanjšajo učinkovitost odstranjevanja 
organskih onesnažil na bioloških ČN, več raziskav nakazuje, da so morda tudi razlog za širjenje 
ARG in ARB v okolje (Rizzo in sod., 2013), kar lahko ogroža zdravje ljudi in živali. Razvoj 
oz. pridobitev antibiotične rezistence (ABR) je naraven proces za bakterije, s katerim si 
povečajo svoje možnosti preživetja v prisotnosti antibiotikov. Mehanizmi rezistence so različni 
in kompleksni, razvijejo pa se lahko preko mutacij in selekcije ali preko genskega prenosa ARG 
(tako horizontalnega kot vertikalnega) (Sanseverino in sod., 2018). 
Biološki procesi čiščenja bi lahko zaradi visoke bakterijske gostote ter visoke koncentracije 
kisika in hranil predstavljali idealno okolje za horizontalni prenos rezistentnih genov preko 
mobilnih genskih elementov (MGE). Kar 123 različnih rezistentnih genov kodiranih na 
plazmidih je bilo zaznanih v bakterijah izoliranih na biološki ČN v Nemčiji (Szczepanowski in 
sod., 2009). To potrjujejo različne študije, kot na primer študija Guo in sod. (2017), kjer so 
naredili primerjavo med aerobno in anaerobno obdelavo blata na čistilni napravi ter primerjali 
njuna profila ARG in z njimi povezanih mobilnih elementov. Primerjava je pokazala, da sta se 
procesa razlikovala tako v profilu mikrobne združbe kot tudi v skupnem številu ARG in MGE. 
Število MGE je bilo med anaerobno obdelavo blata manjše v primerjavi s aerobnim procesom, 
zato lahko sklepamo, da to zmanjšuje horizontalni prenos genov. Poleg tega so v nedavni 
študiji, kjer so preučevali odziv bakterij na visoke koncentracije tetraciklinov in sulfonamidov 
med anaerobno obdelavo blata, ugotovili, da je bila ekspresija vseh preučevanih ARG po koncu 
eksperimenta povečana, medtem ko je bila ekspresija intI1 gena za horizontalni prenos 
signifikantno manjša. To, skupaj s povečano rastjo bakterij, nakazuje, da je bilo povečano 
število ARG najverjetneje posledica vertikalnega prenosa genov in ne toliko horizontalnega 
(Bai in sod., 2019). Končnih zaključkov, kaj točno pripomore k širjenju ARG in rezistentnih 
bakterij, še ne moremo podati, dejstvo pa je, da ne glede na to ali je proces obdelave blata 
aeroben ali ne, se število ARG v bakterijah poveča na iztoku ČN.  
Iz čistilnih naprav se nato lahko ARG in antibiotični ostanki razširijo tudi v naravna okolja kot 
so vodna telesa in prst. V reki Ter v Španiji so našli signifikantno povečano število ARG genov 
po reki navzdol od mesta, kjer se izliva prečiščena voda s sekundarne ČN, v primerjavi s 
zgornjim delom reke (Marti in sod., 2013). Sami antibiotični ostanki so navadno v naravnem 
okolju prisotni v veliko manjših koncentracijah kot na samem iztoku iz ČN, saj pride do učinka 
razredčitve. Te koncentracije so navadno sub-inhibitorne (od nekaj ng/L do nekaj 100 ng/L v 
vodi oz. nekaj µg/kg do nekaj mg/kg v prsti in sedimentih), kar pomeni, da ne preprečijo rasti 
bakterij (Hernando in sod., 2006). Kljub temu pa lahko na mikroorganizme vplivajo na 
drugačen način. 
 
Majhne koncentracije antibiotikov se namreč lahko obnašajo kot signalne molekule, ki vplivajo 
na genetske in fiziološke lastnosti izpostavljenih mikroorganizmov ali na njihov metabolizem 
(Andersson in Hughes, 2014). Ena izmed pomembnih fizioloških sprememb (kot posledica 
izpostavljenosti sub-inhibitornim koncentracijam antibiotikov) je tvorba biofilma pri nekaterih 
patogenih bakterijah kot sta E. coli in P. aeruginosa, ki povzročata bolnišnične okužbe 
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(Hoffman in sod., 2005). Biofilmi so pritrjeni skupki oz. plasti mikroorganizmov, ki se 
formirajo na abiotski ali biotski podlagi, med drugim tudi na humanem tkivu, obdani pa so z 
matriksom iz zunajceličnih polimernih snovi. Ker so biofilmi visoko tolerantni proti 
antibiotikom, so okužbe povzročene s strani biofilmov (te predstavljajo kar 80 % vseh 
bakterijskih okužb) težko ozdravljive (Mah in sod., 2003; US NIH, 1999). Vseeno pa tvorba 
biofilmov ni le problem humane medicine, temveč tudi okolja. Tan in sod. (2016) so v svojih 
eksperimentih pokazali, da prisotnost majhne koncentracije kanamicina spodbudi tvorbo 
biofilma pri cianobakteriji Synechococcus elongatus, nastanek tega pa spodbudi kalcinacijo s 
pomočjo fotosinteze. To nakazuje, da nizke koncentracije antibiotikov, lahko posredno vplivajo 
na tiste ekološke funkcije cianobakterije, ki so povezane z nastankom biofilma. 
 
Poleg tega da sub-inhibitorne koncentracije povzročajo visoko tolerantne biofilme, vedno več 
raziskav preučuje tudi pojav razvoja visoko rezistentnih bakterij, ki so izpostavljene tako 
majhnim koncentracijam antibiotikov. V nedavni študiji Wistrand-Yuen in sod. (2018) so sub-
inhibitorni koncentraciji streptomicina izpostavili ne-rezistentno bakterijo Salmonella enterica. 
Bakterija je po koncu izpostavljenosti razvila visoko odpornost na antibiotik. Ko so preučevali 
genom te baktrije, so odkrili pet mutacij, ki so posamično imele majhne učinke, vse skupaj pa 
so predstavljale močan epistazni učinek na odpornost bakterije proti streptomicinu. To pomeni, 
da če ne bi prišlo do vseh petih mutaciji, tega učinka ne bi bilo, saj ti geni interaktirajo med 
seboj. 
 
Nevarnost teh koncentracij antibiotikov je tudi, da lahko še vedno imajo toksičen učinek na 
organizme. Poleg tega se antibiotiki skoraj nikoli ne pojavljajo sami v okolju. Velikokrat imamo 
mešanico različnih antibiotikov skupaj ali kombinacijo antibiotikov z drugimi farmacevtiki in 
kemikalijami, kar lahko vodi v sinergistični učinek. Rezultati študije Gonzalez-Pleiter in sod. 
(2013) so pokazai zelo močan toksičen učinek mešanice tetraciklina in eritromicina na iztoku 
ČN, tako na zelene alge kot na cianobakterije. Poleg tega je imel eritomicin od vseh 
preiskovanih antibiotikov, najbolj toksičen učinek na oba preiskovana organizma v kategoriji 
toksičnosti posameznega antibiotika. Toksičnost je kazal že pri koncentracijah le nekaj µg/L, 
kar je zelo blizu realnim koncentracijam v nekaterih vodnih okoljih (Sanseverino in sod., 2018). 
Toksičnost iztoka ČN v dveh farmacevtskih tovarnah, kjer izdelujejo antibiotike, so preučevali 
tudi na Hrvaškem. Izkazalo se je, da ena izmed tovarn zelo slabo prečiščeno vodo spušča v 
bližnjo reko. Koncentracija azitromicina vzdolž reke je v zimskem času celo presegala vrednost  
predvidene koncentracije brez učinka (PNEC). Tudi ekotoksični testi izvedeni na vodnih 
bolhah, zelenih mikroalgah in embrijih navadne cebrice so pokazali precej visoko toksičnost 
iztoka iz te tovarne, še posebej v zimskem času. Embriji navadne cebrice, ki so bili izpostavljeni 
neredčenemu iztoku, so imeli kar 100 % smrtnost, skoraj 50 % smrtnost je bila prisotna tudi ob 
dvakratni redčitvi iztoka (Bielen in sod., 2017). 
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6.3 OCENA OKOLJSKEGA TVEGANJA IZTOKA BIOLOŠKIH ČISTILNIH NAPRAV V          
OKOLJE 
Čeprav trenutno Evropska unija nima nobene zakonodaje, ki bi omejevala izpust antibiotikov 
v naravno okolje, je potrebno za vsa zdravila pripraviti oceno okoljskega tveganja. Evropska 
unija je za ta namen izdala smernice v obliki dokumenta imenovanega Ocena tveganja za okolje 
ali na kratko ERA (Guideline …, 2018). Ker tudi antibiotiki spadajo med farmacevtike, je tudi 
zanje potrebno narediti oceno tveganja. Prvi korak v študijah ERA je izračun predvidene okoljske 
koncentracije (PEC), s katero ocenimo izpostavljenost okolja novim aktivnim substancam. Če ta 
presega 0,01 µg/L, sledi drugi del ERA študij, s katerimi ugotavljamo učinek aktivne substance 
na okolje in njeno ekotoksičnost, predvsem pa preučuje zvezo med odmerkom in učinkom ter 
vključuje izračun PNEC. Ker različne snovi na več načinov vstopajo v okolje in na različne 
načine vplivajo na organizme, se PNEC računa za vsak okoljski medij posamezno. Zadnji korak 
v oceni tveganja za okolje je opredelitev tveganja. Okoljsko tveganje se izraža s kvocientom 
tveganja (RQ), ki je razmerje med PEC/PNEC. V primeru, da je RQ ≥ 1, to pomeni, da aktivna 
substanca predstavlja visoko tveganje za okolje v danem scenariju (Guideline …, 2018). V 
ZDA se podobne študije sproži le v primerih, ko PEC presega 100 ng/L (US FDA, 1998). V 
primeru antibiotikov znotraj Evrope ERA priporoča izvajanje prilagojene ocene tveganja za 
okolje, in sicer le za vodne sisteme. To pomeni, da se PNEC računa samo za površinske vode, 
podtalnico in mikroorganizme, za testiranje toksičnosti in učinka pa je že dovolj izvajanje testov 
z organizmi na nižjih trofičnih nivojih, kar vključuje bakterije, alge in vodne nevretenčarje, testi 
na ribah niso potrebni, saj so prej omenjeni organizmi dovolj občutljivi (Guideline …, 2018). 
V študiji Verlicchi in sod. (2012) so ocenili okoljsko tveganje različnih farmacevtskih substanc 
v sekundarnem iztoku biološke ČN, med preučevanimi farmacevtiki je bilo tudi 28 antibiotikov. 
Kvocient tveganja je bil izračunan na podlagi razmerja realnih koncentracij antibiotikov in 
pripadajoče PNEC. Kar 7 antibiotikov (eritomicin, ofloksacin, sulfametoksazol, klaritromicin, 
amoksicilin, tetraciklin in azitromicin) je imelo RQ ≥ 1, kar pomeni visoko tveganje za vodne 
organizme. Poleg tega je 8 antibiotikov imelo 0,1 ≤ RQ ≤ 1, kar nakazuje srednje visoko 
tveganje. Preostali antibiotiki (RQ ≤ 0,1), pa predstavljajo majhno tveganje za okolje. Na koncu 
so še primerjali pridobljene kvociente tveganja za okolje z dnevno obremenitvijo ČN. Ta 
primerjava je pokazala, da velika poraba določenega farmacevtika ne pomeni tudi visokega 
tveganja za okolje. 
7 ZAKLJUČEK 
Zaenkrat prevladujejo tako v Evropi kot drugod po svetu konvencionalne čistilne naprave, ki 
se poslužujejo povečini samo primarnega in sekundarnega čiščenja z uporabo klasičnih 
procesov kot sta aktivno blato in membranski bioreaktor. Takšni sistemi so sicer primerni za 
odstranjevanje klasičnih onesnažil kot so organske spojine, žal pa niso prilagojeni za 
odstranjevanje antibiotikov.  
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Posledica tega so relativno visoke koncentracije antibiotikov v iztokih ČN. Koncentracije 
antibiotikov v iztokih variirajo od nekaj ng/L pa vse do nekaj µg/L. Z izlivom take vode v 
naravno okolje, najdemo antibiotike in njihove metabolite tako v rekah, jezerih kot tudi v blatu, 
prsti in sedimentih. V naravnem okolju so sicer koncentracije antibiotikov zaradi redčenja nižje 
kot v iztokih ČN, vendar vedno več raziskav kaže, da so prav tako nevarne. Tudi majhne ali 
sub-inhibitorne koncentracije antibiotikov namreč lahko izražajo določeno raven 
ekotoksičnosti ali pripomorejo k razvoju antibiotične rezistence pri mikroorganizmih. 
Ker antibiotični ostanki ogrožajo tako zdravje ljudi kot naravne ekosisteme, je nujno, da 
zajezimo njihov vstop v okolje preko ČN. Kljub številnim raziskavam, ki se posvečajo razvoju 
novih in bolj učinkovitih sistemov za čiščenje odpadnih voda, je potrebno, da se nove 
tehnologije tudi čim prej vstavi v obstoječe čistilne naprave ali pa se jih vsaj nadgradi z 
ustreznimi terciarnimi procesi. Poleg tega je pomembna tudi implementacija zakonodaje za 
najvišje dovoljene koncentracije antibiotikov v izpustih ČN, kot tudi implenetacija zakonodaje 
glede uporabe blata iz ČN na poljskih površinah kot gnojila. Zagotovo pa je ena izmed 
najpomembnejših stvari ozaveščanje širše javnosti, medicine, veterine ter kmetijske skupnosti 
o tem, kako kritičnega pomena je skrbnejša uporaba antibiotikov za ohranjanje njihove 
učinkovitosti ter tudi ohranjane ravnovesja v vseh naravnih ekosistemih. 
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